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weist deshalb eine limitier te Spezifita¨ t und Sensi -
tivita¨ t auf. Um  abzukla¨ ren , ob ein  ech ter  Mangel
vorher r scht, kann  eine zusa¨ tzliche Bestim mung
des Holotranscobalam ins oder  der  zwei Metabo-
lite Methylm alonsa¨ure und Hom ocystein  Kla rheit
verschaffen . Beim  Vitam in B12-Mangel ist das
 Holotranscobalamin erniedrigt, wa¨hrend die Kon-
zentra tionen  der  beiden Metabolite ansteigen , da
ihre Weiterverarbeitung zu Succina t respektive
Meth ionin  gesto¨r t ist.
Methylmalonsäure-Best immung
mit  Massenspekt rometrie
Methylmalonyl-CoA wird a ls freie Methylm alon-
sa¨ure im  Ur in , Serum  oder  im  Plasm a m it Gas-
chromatographie-Massenspektrometr ie (GC-MS)
bestim m t. In  Abbildung 1 x ist das Prozedere
schem atisch  dargestellt. Die Methylm alonsa¨ure
wird in  einem  ersten  Schr itt zusam m en m it an-
deren  organischen Sa¨uren m it einem  Lo¨sungs-
m ittel extrah ier t und danach chem isch  der iva ti-
Grundlagen
Vitam in B12, oft auch a ls Coba lam in  bezeichnet,
ist ein kobalthaltiges und wasserlo¨sliches Vitamin,
das durch Bakter ien  hergestellt wird. Ho¨here Or-
ganism en wie der  Mensch  oder  Pflanzen  ko¨nnen
dieses Moleku¨l n icht syn thetisieren , und es m uss
durch  den Verzehr  von  Fleisch , Eiern  oder  Milch-
produkten  aufgenom m en werden. In  Tieren  wird
Vitam in B12 durch  Mikroben  produzier t. Vitam in
B12 hat zwei wichtige Funktionen im  Stoffwechsel.
Zum einen dient es in  Form von Methylcobalamin
a ls Cofaktor  fu¨r  das Enzym Methionin-Synthase.
Dieses Enzym  kata lysier t die Um wandlung von
Hom ocystein  zur  Am inosa¨ure Methionin . Zum
anderen  ist es a ls Adenosylcobalam in Cofaktor
fu¨r  das Enzym Methylmalonyl-Coenzym A Mutase,
das die Um wandlung vom  Methylm alonyl-CoA zu
Succinyl-CoA kata lysier t. Diese Mutase ist im  Ab-
bau von verschiedenen  Am inosa¨uren , ungerad-
zahligen  Fettsa¨uren  und Cholester in  involvier t. 
Klinik des Vitamin B12-Mangels
Klin isch  fu¨h r t ein  Vitam in  B12-Mangel m eist vor
den  h a¨matologischen  Zeichen  der  pernizio¨sen
Ana¨mie zu teilweise ir reversiblen  neurologischen
Ver a¨nderungen. Dabei fu¨h r t eine Dem yelin isie-
rung der  per ipheren  Nerven  zu Polyneuropath ie
mit Hypa¨sthesie und Par a¨ sthesien. Eine Demyeli-
n isierung im  Ru¨ckenm ark fu¨hr t zur  funikula¨ ren
Myelose m it Gangunsicherheit, Pyram idenbahn-
zeichen und Paresen, wa¨hrend zentral Psychosen
und Demenzen entstehen. Der Vitamin B12-Mangel
wirkt sich  aber  auch  auf die rasch  prolifer ieren-
den Epithelien des Magen-Darm -Traktes aus und
verm inder t deren  Zellreifung. Dies fu¨h r t zu Hun-
ter  Glossitis m it brennender, gla tt-roter  Zunge
und zu Dia r rhoe.
Problemat ik der Spiegelbest immung
Vitam in B12 ist im  Blut hauptsa¨ch lich  an  die Pro-
teine Transcobalamin und Haptocorr in gebunden,
wobei nur  der  an  Transcobalamin gebundene
kleinere Teil (rund 10–25%) biologisch ver fu¨gbar
und dam it aktiv ist. Dieser  Kom plex von Trans-
cobalamin und Vitam in B12 wird Holotranscoba-
lam in genannt. Die Bestim m ung von Vitam in  B12
im  Serum  zur  Abkla¨ rung des Vitam in  B12-Sta tus
Abbildung 1
Schematische Darstellung der Methylmalonsäure-Bestimmung. 
Schritt 1: Extraktion und Derivatisierung. 
Schritt 2: Injektion. 
Schritt 3: Auftrennung. 
Schritt 4: Massenspektrometrische Detektion.
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Analyse, der  bei 180 Taxpunkten  liegt. Fu¨r  die
 hohen Kosten der  Analyse sind die rela tiv a rbeits -
in tensive Aufarbeitung der  Proben und die teuren
Instrum ente (GC-MS-System e) verantwor tlich . 
Beispiel: Kleinkind einer Veganerin
In  Abbildung 2 x ist das organische Sa¨ureprofil
(Chromatogramm) aus dem Urin eines Kleinkindes
dargestellt. Die Mutter, eine Veganer in , ern a¨h r te
ihr  Kind nur  m it Mutterm ilch , was zu einem
 Vitam in  B12-Mangel beim  Kind fu¨hr te. Die Peaks
entsprechen den verschiedenen Komponenten im
Urin , so ist z.B. der  intensive Peak bei 24,37 min
Harnstoff, oder  der  Peak bei 38,53 m in Zitronen -
sa¨ure. Methylm alonsa¨ure eluier t m it der  Reten  -
tionszeit 23,62 m in . 
Wann soll Methylmalonsäure 
best immt w erden?
Nach wie vor  gibt es keine Goldstandard-Methode
fu¨r  die Besta¨ tigung eines Vitamin B12-Mangels,
und auch die Bestim m ung der  Methylm alonsa¨u-
re wird kontrovers diskutier t. So m u¨ssen leich t
erh o¨h te Methylm alonsa¨urewer te n icht unbe-
dingt pa thologisch  und behandlungsbedu¨r ftig
sein  [1]. Zudem  ko¨nnen andere Konditionen wie
zum  Beispiel eine Nieren insuffizienz oder  Hypo-
vola¨m ie [2] zu einer  erh o¨h ten  Methylm alonsa¨ure
in  Blut oder  Ur in  fu¨hren . Neuerdings wird in  der
Litera tur  die Analyse von Holotranscobalam in
fu¨r  die fr u¨he Diagnose propagier t [3]. Holotrans-
coba lam in  wird im  Gegensatz zur  Methylm alon-
sa¨ure n icht durch eine reduzier te Nierenfunktion
beeinflusst.
Bei Verdacht auf Vitam in B12-Mangel steh t m it 
der  Methylm alonsa¨ure-Bestim m ung ein  sehr
sensitiver  Test zur  Verfu¨gung, der  fr u¨hzeitig zur
Sicherung der  Diagnose verhilft und m it welchem
sich  auch ein  Ansprechen auf die Therapie u¨ber-
pr u¨fen  la¨ sst. So ist die Methylm alonsa¨ure bereits
im  fr u¨hen  Stadium  eines Vitam in  B12-Mangels er-
h o¨h t, noch  bevor  die Vitam in  B12-Konzentra tion
im Serum messbar sinkt [1]. Handelt es sich ande-
rerseits um einen schweren Vitamin B12-Mangel,
so sind neben einer  u¨ber  100-fach erh o¨h ten
 Methylm alonsa¨ure auch  weitere Metabolite (z.B.
3-Hydroxypropionsa¨ure oder  Methylzitronen-
sa¨ure) erh o¨h t.
Im  Gegensa tz zur  Bestim m ung der  Vitam in B12-
Konzentra tion  im  Serum , die nur  beim  a lim enta¨ -
ren  Vitam in  B12-Mangel sowie bei Sto¨rungen  der
en tera len  Resorption von  Vitam in B12 tief ist, wer-
den  durch  die Analyse der  Methylm alonsa¨ure
auch  seltene Sto¨rungen  im  Transpor t von  Vit-
am in B12 [4], in  der  in trazellula¨ ren  Synthese des
aktiven  C-Faktors Adenosylcoba lam in  [5] sowie
ein  Defekt der  Methylm alonyl-CoA Mutase selbst
er fasst.
sier t (Schr itt 1). Jetzt werden die Sa¨uren  m it
 einem  Gaschrom atographen  aufgetrennt und
 direkt m it einem  Massenspektrometer  detektier t.
Dabei wird der  Sa¨ureextrakt im  In jektor  zum  Ver-
dampfen gebrach t (Schr itt 2) und auf eine 25 Me-
ter  lange, du¨nne Glaskapilla re, deren  Innenwand
mit einer  Flu¨ssigkeit beschichtet ist, geleitet. Die
 verschiedenen Sa¨uren durch laufen  m it un ter-
schiedlicher  Geschwindigkeit die Glaskapilla re
(Schr itt 3) und eluieren  eine nach  der  anderen
aus dem  Gaschrom atograhpen  direkt in  das
 Massenspektrom eter. Hier  werden  die Analyte
gewogen, d.h . die Massen der  einzelnen  Sa¨ure-
m oleku¨le werden gem essen (Schr itt 4) und som it
detek tier t.
Fu¨r  die Bestim m ung von  Methylm alonsa¨ure
 sollten  rund 5 m l Ur in  (Gefa¨ ss ohne Zusa tz) oder
etwa  1 m l Serum /Plasm a abgenom m en und ins
spezia lisier te Labor  geschickt werden . Die Pro-
ben  ko¨nnen  ohne Ku¨h lung verschickt werden ,
m u¨ssen dann  jedoch am  n a¨chsten  Tag im  Labor
ankom m en. 
Die Sta¨ rken von m assenspektrom etr ischen  Tests
sind zweifellos deren  hohe Spezifita¨ t und Selek-
tivita¨ t. Bei der  Massenspektrom etr ie wird ein
sehr  spezifisches Charakter istikum des Ana lyten ,
n a¨mlich  seine Masse (Gewicht), analysier t. Reten-
tionszeit und Massenspektrum  bilden  zusam m en
ein  hochspezifisches Kr iter ium  fu¨r  die Analyse.
Auch die Sensitivita¨ t ist ein  Pluspunkt. Mit dieser
Analyse ko¨nnen  bereits kleinste Mengen  des Ana-
lyten  detektier t und quantifizier t werden. Die
Schwa¨chen  liegen  beim  erh o¨h ten  Preis dieser
Abbildung 2
Methylmalonsäure-Bestimmung mit GC-MS.
Organisches Säurenproﬁl (Chromatogramm). Methylmalonsäure (MMA) eluiert bei 23,62 min.
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m essen la¨ sst. So norm alisier t sich  die Methylm a-
lonsa¨ure bei einem  Vitam in B12-Mangel bereits
wenige Tage nach  Beginn  einer  Therapie m it
 Vitam in  B12 vollsta¨ndig.
Ein  weiterer  Vor teil besteh t dar in , dass der  Er-
folg einer  ora len  oder  paren tera len  Therapie m it
Vitamin B12 sich einfach und sicher mittels Analyse
von Methylmalonsa¨ure im Urin oder Serum/Plasma
Literatur
1 Chanar in  I, Metz J. Diagnosis of coba lam in  ceficiency: the old
and the new. Br it J  Haematol. 1997;97:695–700.
2 Klee GG. Coba lam in  and fola te eva lua tion : measurement of
methylmalonic acid and homocysteine vs vitamin B12 and folate.
Clin ica l Chem istry. 2000;46(8):1277–83.
3 Miller  JW, Garrod MG, Rockwood AL, Kushnir  MM, Allen  LH,
Haan MN, Green  R. Measurement of tota l vitamin  B12 and
holotranscoba lam in , singly and in  com bina tion , in  screening
for  metabolic vitam in  B12 deficiency. Clin ica l Chemistry.
2006;52(2):278–85.
4 Whitehead VM. Acquired and inher ited disorders of coba l-
am in  and fola te in  ch ildren . Br it J  Haem atology. 2006;134(2):
125–36.
5 Coelho D, Suormala  T, Stucki M, Lerner-Ellis JP, Rosenbla tt DS,
Newbold RF, et a l. Gene identifica tion  for  the cblD defect of
vitamin B12 metabolism. N Engl J Med. 2008; 358(14):1454–64.
Korrespondenz:
Dr. chem. Heinz Troxler
Abteilung für Klinische Chemie 
und Biochemie
Kinderspital
CH-8032 Zürich
heinz.t roxler@kispi.uzh.ch
